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k57 Resumen:
Procedimientos para la obtencion de imagenes y es-
pectros del pH extracelular por Resonancia Magneti-
ca con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F.
El abordaje consiste en la obtencion de una imagen o
espectro MR de cualquier propiedad de MR sensible
al pH de moleculas impermeables a la membrana.
Normalmente se utiliza el desplazamiento qumico
de un nucleo localizado en, o en la proximidad de,
un grupo ionizable de una molecula no permeante
como \resonancia informadora del pH" en el espacio
extracelular. Varios metodos de MR (CSI-imagen se-
lectiva del desplazamiento qumico o SI-imagen es-
pectroscopica) permiten la determinacion de la dis-
tribucion en el espacio de la \resonancia informa-
dora", y por tanto la distribucion del pH extracelular
en la muestra. Esta informacion resulta util, entre
otras, en situaciones clnicas como las distroas mus-
culares, la isquemia, la transformacion tumoral y las
metastasis.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.























Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por resonancia
magnetica con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F.
Sector de la tecnica
Medicina Fsica, Sector Farmaceutico, Investigacion Biomedica, Diagnostico por imagen.
Estado de la tecnica
Las aplicaciones biomedicas de la Resonancia Magnetica (MR) han experimentado un gran desarrollo
en las ultimas decadas (1). Se han utilizado tanto la Espectroscopia (MRS) como la Imagen (MRI) por
Resonancia Magnetica para estudiar no invasivamente procesos siologicos y patologicos en animales y
seres humanos (2). Tambien ha sido posible extender las aplicaciones de la MR a estudios sobre la sio-
loga y patologa al nivel celular (3). Tomados en su conjunto, estos avances han hecho posible estudiar
por MR, de una manera integrada, algunos aspectos fundamentales de la Biologa y la Medicina, inclu-
yendo la proliferacion y diferenciacion celular y la transformacion tumoral. Estos procesos ocurren con
cambios concomitantes en el pH intra y extracelular. Adicionalmente, el pH es una variable siologica
crucial en otros procesos fundamentales como el ejercicio y la fatiga muscular, el control metabolico y la
transduccion del mensaje hormonal (4).
La concentracion de protones intracelulares es el resultado del balance entre los procesos de pro-
duccion y consumo intracelular de protones, la captacion o extrusion de protones al medio extracelular
y la capacidad de tamponamiento intracelular (5). Dado que esta ultima es normalmente constante, un
aumento en la produccion de protones intracelulares se puede compensar por la extrusion de acido o
captacion de base del medio extracelular y un aumento en la produccion intracelular de base se podra
compensar por el mecanismo opuesto. Por tanto, cambios en el pH extracelular reflejan normalmente
modicaciones en el pH intracelular y las medidas del pH extracelular proporcionan una herramienta
muy util para monitorizar alteraciones en la homeostasis del pH intracelular.
Los metodos disponibles actualmente para la determinacion del pH en muestras biologicas incluyen
metodos potenciometricos (electrodos de pH), tecnicas radiometricas, metodos opticos y abordajes de
Resonancia Magnetica (ver ref. 6 para una revision). La utilizacion de una sonda molecular impermea-
ble a la membrana, ya sea radioactiva, cromofora, fluorescente, fosforescente o activa en MR permite a
cualquiera de estos metodos medir exclusivamente el pH extracelular. Sin embargo, entre la variedad de
los metodos disponibles, tan solo la MR permite la obtencion de imagenes no invasivas de la totalidad
del volumen tridimensional de muestras opticamente opacas. Estas caractersticas hacen de la MR el
metodo de eleccion para la determinacion no invasiva del pH extracelular en especmenes biologicos. En
esta patente describimos el uso y aplicaciones de una nueva serie de moleculas indicadoras que permiten
la determinacion del pH intracelular y el pH extracelular por metodos de MRS y MRI.
Los abordajes previos han utilizado principalmente 31P MRS y el desplazamiento qumico del fosfato
inorganico para la medida del pH intracelular en suspensiones celulares, organos perfundidos, tejidos,
animales intactos o incluso seres humanos (7). Una variante de este metodo ha permitido medir exclu-
sivamente el pH extracelular por 1D-31P MRS en suspensiones de celulas utilizando fosfonatos imper-
meables a la membrana plasmatica (8). Por otro lado, se han propuesto tecnicas de 31P MRS localizada
que permiten obtener espectros de 31P RMN de una region espacial especicada (voxel) dentro de un
animal intacto, y as determinar por el desplazamiento qumico del Pi, el pH intracelular promedio en
la region seleccionada (9-11). Tambien se han desarrollado metodologas de imagen multivoxel por 31P
MRS. Estas tecnicas permiten obtener simultaneamente, espectros de 31P RMN de una coleccion de vo-
xels adyacentes que cubren completamente el volumen tridimensional del especimen, proporcionando as,
mapas tridimensionales de la distribucion del pH a traves de la muestra (12-16).
A pesar de estos progresos, la aplicacion de los metodos de 31P MRS para la determinacion del pH ha
estado tradicionalmente limitada por la baja sensibilidad del nucleo de 31P. As, los metodos de 31P MRS
requieren tiempos de adquisicion largos y tama~nos de voxel grandes para obtener una adecuada relacion
se~nal/ruido. Estas dos circunstancias reducen signicativamente la resolucion temporal y espacial de la
medida de pH por 31P MRS. Ambas limitaciones se pueden aliviar mediante el uso de 1H o 19F, dos
nucleos inherentemente mas sensibles en MR que 31P (17). Este aumento de sensibilidad de 1H (19F)
MRS frente a 31P MRS permitira obtener espectros o imagenes 1-D, 2-D o 3-D, similares a los de 31P en
se~nal/ruido, pero 4(3), 16(12), o 64(43) veces mas rapido que con 31P MRS. Tambien se podra obtener,
utilizando 1H (19F) MRS una reduccion signicativa del tama~no de voxel empleado en adquisiciones con
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31P MRS, manteniendo las mismas condiciones de se~nal/ruido. Sin embargo, la presencia de metaboli-
tos intrnsecos conteniendo resonancias de 1H apropiadas es excepcional (18) y no existen naturalmente
metabolitos conteniendo 19F. Estas circunstancias hacen indispensable el uso de sondas extrnsecas con-
teniendo nucleos de 1H (19) o 19F (20) sensibles al pH para poder implementar con exito las tecnicas de
1H o 19F MRS o MRI en la medida del pH intracelular.
Breve descripcion de la invencion.
Algunos de nosotros hemos descrito recientemente la sntesis de una nueva serie de indicadores para
la medida del pH intracelular, pH extracelular y volumen celular por 1H RMN en suspensiones celula-
res (21-23). En esta patente, se describen algunas propiedades farmacologicas y toxicologicas de estas
moleculas utiles para su empleo como indicadores de pH en cultivos celulares y animales enteros y se
demuestran los procedimientos de obtencion de imagenes del pH tanto in vitro en sistemas modelo como
in vivo en ratones portadores de tumores RIF-1. La utilizacion de estos nuevos indicadores en conjuncion
con tecnologas de 1H MR como la imagen de desplazamiento qumico (CSI) o la imagen espectroscopica
(SI) permiten una disminucion considerable en los tiempos de adquisicion y un aumento signicativo en
la resolucion de las medidas de pH en comparacion con los metodos previos basados en la utilizacion de
31P MR.
Descripcion detallada de la invencion.
El esquema 1 muestra las estructuras de algunas moleculas indicadoras utiles en medidas del pH
por 1H MRS. Los compuestos mas relevantes como sondas permeables para la medida simultanea del
pH intra- y extracelular son; el imidazol (1, R1=R2=H) y el acido imidazol-1-ilacetico (4, R1=R2=H),
y como sonda no permeable para medidas del pH extracelular; el acido imidazol ()-3-(etoxicarbonil)
propionico (9, R1=R2=H, R=Et).
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R1 y R2 se reeren a hidrogeno o a cualquier sustituyente alquilo conteniendo o no 19F. R se reere
a cualquier sustituyente alquilo.
La preparacion y propiedades RMN de algunas de estas moleculas se han descrito en detalle previa-
mente (21-23). En general, la medida del pH se basa en la determinacion del desplazamiento qumico
del proton H2 de estos compuestos que actua como \resonancia informadora" en el medio biologico y su
comparacion con el desplazamiento qumico del proton H2 del mismo compuesto en soluciones modelo
de pH conocido. La Figura 1 muestra la dependencia del desplazamiento qumico del proton H2 del
compuesto 9 (R1=R2=H, R=Et) con el pH. Una extension de este procedimiento consiste en obtener
imagenes MR del proton H2. Estas imagenes se pueden obtener por medio de una excitacion selectiva
de H2 y posterior codicacion en imagen (metodos de desplazamiento qumico-CSI) o mediante la exci-
tacion no selectiva de todo el espectro de proton en diversos voxels contiguos que cubren toda la muestra
(metodos de imagen espectroscopica-SI). Ambos metodos revelan la distribucion espacial de la resonancia
H2 de estos compuestos en la muestra y por tanto la distribucion del pH.
En esta invencion, describimos la utilizacion de estos compuestos para la obtencion de imagenes y
espectros de 1H RMN que revelan el pH extracelular en diversos sistemas biologicos; incluyendo organulos
subcelulares y celulas aisladas o cultivadas de animales o plantas, organos perfundidos, animales intactos
y seres humanos. Estos dos ultimos aspectos en particular requieren una exploracion de la toxicidad y
farmacocinetica de estos compuestos as como una demostracion fehaciente de la ecacia de los proce-
dimientos de obtencion de imagenes de pH in vitro e in vivo. Esta patente describe; 1) las propiedades
toxicologicas de algunas sondas utiles de pH extracelular 2) las cineticas de distribucion en sangre e
incorporacion a tejidos del compuesto menos toxico de esta nueva serie y 3) los procedimientos in vitro
e in vivo de imagen MR de desplazamiento qumico (CSI) e imagen espectroscopica (SI) que permiten
obtener imagenes MR del pH extracelular en muestras modelo y en ratones portadores de tumores RIF-1.
Estudios de toxicidad en cultivos celulares y ratones.
La toxicidad de los compuestos 5(R1=R2=H, R=Et), 6 (R1=R2=H) y 9 (R1=R2=H, R=Et) se
determino en cultivos celulares utilizando el siguiente procedimiento. Se crecieron broblastos de raton
NIH 3T3 en el medio esencial de cultivo modicado por Dulbecco (DMEM) suplemetado con 10% de suero
bovino fetal (FCS, Hyclone, Logan, Utah, USA). Una vez alcanzada la confluencia, se a~nadieron al medio
de cultivo los compuestos 5(R1=R2=H, R=Et), 6 (R1=R2=H) y 9 (R1=R2=H, R=Et) en un intervalo
de concentraciones de 0 a 20mM. Despues, de 72h de incubacion, se determino el numero de celulas
supervivientes en el cultivo mediante el metodo de Gillies y cols. (24). Los resultados se presentan en la
Tabla 1. El compuesto 9 (R1=R2=H, R=Et) no resulto toxico, puesto que los numeros de celulas viables
en presencia de 20 mM 9 (R1=R2=H, R=Et), no fueron signicativamente diferentes del control (0 mM).
Sin embargo, el compuesto 5 (R1=R2=H, R=Et) mostro una fuerte toxicidad, induciendo muerte celular
casi completa en concentraciones de 15 mM (DL50 6,8 mM). Finalmente, el compuesto 6 (R
1=R2=H)
mostro una toxicidad moderada, con una reduccion signicativa del numero de celulas viables observable
tan solo en la concentracion mas alta de 20 mM.
TABLA 1
Efecto de concentraciones crecientes de los compuestos 5 (R1=R2=H, R=Et), 6 (R1=R2=H) y 9
(R1=R2=H, R=Et) en la supervivencia celular.
Concentracion Compuesto 5 Compuesto 6 Compuesto 9
(mM) (R1=R2=H, (R1=R2=H) (R1=R2=H,
R=Et) R=Et)
0,0 1,540,04 1,390,31 1,650,12
1,0 1,520,10 1,500,22 1,680,04
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Efecto de concentraciones crecientes de los compuestos 5 (R1=R2=H, R=Et), 6 (R1=R2=H) y 9
(R1=R2=H, R=Et) en la supervivencia celular.
Concentracion Compuesto 5 Compuesto 6 Compuesto 9
(mM) (R1=R2=H, (R1=R2=H) (R1=R2=H,
R=Et) R=Et)
5,0 1,020,08 1,340,11 1,380,06
10,0 0,370,08 1,400,14 1,520,13
15,0 0,270,01 1,290,13 1,600,13
20,0 0,200,05 1,100,06 1,540,09
Las determinaciones de supervivencia celular se llevaron a cabo midiendo la densidad optica media
(una medida del numero de celulas) como se indica en la ref. 24. Los resultados son mediaSD de
determinaciones en cuatro placas distintas por cada concentracion.
Tambien se determino la toxicidad (LD50) de los compuestos 1 (R
1=R2=H), 4 (R1=R2=H) y 9
(R1=R2=H, R=Et) en animales enteros. Estos resultados aparecen recogidos en la Tabla 2. Se inyecta-
ron intraperitonealmente 1 (R1=R2=H), 4 (R1=R2=H) y 9 (R1=R2=H, R=Et) en ratones machos Swiss
albino (30-40 g peso corporal) en dosis crecientes de hasta 3g/Kg peso corporal. Se utilizaron al menos
siete dosis diferentes para cada compuesto administradas a seis ratones por cada dosis, colocando los
seis ratones correspondientes a cada dosis en jaulas independientes. La LD50 se determino una semana
despues de la inyeccion mediante el metodo de Miller and Tainter (25). El compuesto 9 (R1=R2=H,
R=Et) que es, por sus propiedades RMN y su comportamiento en suspensiones de eritrocitos, un indica-
dor muy util del pH extracelular, no resulto toxico hasta dosis de 3 g/Kg peso corporal, y se observo un
comportamiento similar en el compuesto 4 (R1=R2=H). El compuesto 1 (R1=R2=H) resulto toxico en
el rango de concentraciones ensayadas, pero con una DL50 relativamente alta. Por tanto el compuesto 9
(R1=R2=H, R=Et) presenta propiedades toxicologicas muy apropidas para su utilizacion como molecula
indicadora del pH extracelular en animales y seres humanos.
TABLA 2
Valores de LD50 para los compuestos 1 (R
1=R2=H), 4 (R1=R2=H) y 9 (R1=R2=H, R=Et)
Compuesto LD50 (mg/Kg peso corporal)
1(R1=R2=H) 250
4(R1=R2=H) > 3000
9(R1=R2=H, R=Et) > 3000
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Las determinaciones de LD50 se llevaron a cabo por el metodo de Miller y Tainter (25).
Farmacocinetica.
La Figura 2 (paneles A-F) muestra los cambios de concentracion de los compuestos 1 (R1=R2=H)
y 9 (R1=R2=H, R=Et) en el plasma y en diversos tejidos despues de la administracion de 1mmol de
estos compuestos a ratas adultas. En el experimento que muestra el panel 2A, se inyectaron 0,5 ml de
una solucion 2M de 1 (R1=R2=H; pH:7,0) o 9 (R1=R2=H, R=Et; pH:7,0) en la vena yugular derecha
de ratas macho Wistar (277-312 g peso corporal) y se extrajeron muestras de sangre (0,2 mi) de la vena
yugular izquierda, antes de la inyeccion y despues de 1, 5, 10, 15, 30, 45 and 60 minutos. Se prepararon
las correspondientes muestras de plasma, se liolizaron, se resuspendieron en 0,5 ml D2O (99,9%D) y se
analizaron por 1H NMR (360,13 MHz, 22C, pH 7,2).
El compuesto 1(R1=R2=H) desaparecio mas lentamente (t1=2= 17 min) del plasma que el com-
puesto 9(R1=R2=H, R=Et, t1=2= 6 min). Las concentraciones mas altas de 1(R
1=R2=H, 1,5 mM) y
9(R1=R2=H, R=Et, 6,6 mM) se alcanzaron, 2 min y 1 min despues de la inyeccion, respectivamente. No
se observaron sntomas de toxicidad durante el experimento.
Los paneles 2B-2F muestran las cineticas de incorporacion de 1 (R1=R2=H) y 9 (R1=R2=H, R=Et)
en diferentes tejidos. En estos experimentos, se inyecto 1 mmol de 1 (R1=R2=H) o 9 (R1=R2=H, R=Et)
a tiempo 0 en la vena yugular derecha de ratas Wistar (machos adultos, 250-300 g peso corporal). A
los tiempos indicados, se sacricaron los animales, se aislaron los organos indicados, y se prepararon y
analizaron extractos de metabolitos solubles en acido perclorico (6%) y por 1H NMR (360,13 MHz, 22C,
pH 7,2) segun hemos descrito previamente (21). Las concentraciones de los compuestos en cada tejido se
determinaron comparando las intensidades de los protones imidazolicos del compuesto con la intensidad
de la resonancia del TSP utilizado como referencia interna (1 mM), corrigiendo en todos los casos para
la cantidad de tejido extraido.
El compuesto 1 (R1=R2=H) se encontro en todos los tejidos analizados, alcanzando concentraciones
relativamente altas (mols/g peso corporal) en el cerebro (15,1), corazon (12,8), musculo esqueletico
(5,3), ri~non (12,1) e hgado (2,2). Las concentraciones alcanzadas en los tejidos fueron superiores a las
alcanzadas en plasma (panel 2A) indicando que 1 tiende a acumularse en los espacios intracelulares.
Despues de abandonar el plasma, las concentraciones mas altas de 1 (R1=R2=H) se encontraron primero
en hgado (10 min), despues en musculo esqueletico y corazon (10-20 min) y nalmente en cerebro y
ri~non (30 min). En contraste, 9 (R1=R2=H, R=Et), no se pudo detectar en el cerebro, se detectaron
trazas en hgado (<0,2) y corazon (<0,5) y alcanzo concentraciones comparables a 1 (R1=R2=H) en
musculo esqueletico (5,8) y ri~non (13,9). Las trazas de 9 (R1=R2=H, R=Et) encontradas en corazon e
hgado reflejan muy probablemente la contaminacion con sangre en estos organos. Las concentraciones
maximas de 9 (R1=R2=H, R=Et) en tejidos se alcanzaron primero en el ri~non (a los 10 min) y despues
en el musculo esqueletico (a los 20 min). Tan solo en el ri~non 9 (R1=R2=H, R=Et) alcanza una concen-
tracion similar a la detectada en plasma, indicando que este compuesto es un buen marcador del espacio
extracelular especialmente en el cerebro, hgado y corazon. Por ultimo 9 (R1=R2=H, R=Et) alcanzo
su concentracion mas alta en ri~non mas rapidamente que 1 (R1=R2=H), pero en el musculo esqueletico
ocurrio lo contrario.
Imagenes de pH por Resonancia Magnetica; 1H CSI y 1H SI.
La Figura 3 muestra la obtencion de una imagen de pH utilizando 1H CSI (imagen de desplazamiento
qumico) y el compuesto 9 (R1=R2=H, R=Et). Esta es, hasta lo que conocemos, la primera imagen
de la distribucion espacial del pH tomada con tecnicas de CSI y una sonda molecular extrnseca. En
este experimento, se coloco una solucion 0,3M de 9 (R1=R2=H, R=Et; pH 7,4) en agua en un tubo de
RMN de 5mm que contena en su interior un capilar de 2mm de diametro lleno de agua. Se obtuvo una
imagen de RMN de un corte coronal perpendicular al eje mayor del tubo, utilizando una sonda comercial
de microimagen (Bruker Analistische Messtechnich, Rheinstetten, Alemania) provista de un inserto para
tubos de 5 mm y un dispositivo de gradientes magneticos ortogonales protegidos activamente contra co-
rrientes de Eddy. Las condiciones de adquisicion fueron, 8.4 Teslas de Campo Magnetico estatico (B0),
22C de temperatura, 500  de seccion perpendicular al eje z, excitacion selectiva de la resonancia H2
de 9 (R1=R2=H, R=Et; 8,04 ppm) mediante una secuencia de eco de espn y codicacion en imagen del
eco resultante utilizando un gradiente de lectura constante (eje x) y un gradiente de fase variable (eje
y), respectivamente (12,13). La imagen de desplazamiento qumico muestra que la resonancia H2 esta
presente exclusivamente en la porcion mas externa del tubo, sin contaminar apreciablemente el espacio
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ocupado por el capilar coaxial que contiene exclusivamente agua. Dado que la distribucion de la resonan-
cia H2 es uniforme en el espacio periferico al capilar, es posible concluir que el pH de 7.4 revelado por la
resonancia H2 de 9 (R1=R2=H, R=Et) es homogeneo en toda la solucion. Este resultado demuestra que
es posible obtener una imagen de aquellas regiones de una muestra que muestran identico pH utilizando
metodos de CSI y la resonancia H2 del compuesto 9 (R1=R2=H, R=Et). Se pueden obtener resultados
similares utilizando las otras sondas indicadas en el esquema 1 o extender estos resultados a nuevas sondas
conteniendo 19F mediante 19F CSI.
Finalmente, llevamos a cabo experimentos de imagen espectroscopica (SI) de 9 (R1=R2=H, R=Et)
en ratones portadores de tumores. Se inocularon subcutaneamente 0,5 ml de tampon Hank’s conteniendo
1x106 celulas de Fibrosarcoma inducido por radiacion (RIF-1) en los flancos de ratones C3H/Hen de
6-8 semanas de edad. Se dejaron crecer los tumores durante 1-2 semanas hasta alcanzar volumenes de
400-900 mm3, determinados con medidas en tres direcciones ortogonales del tumor. Se prepararon los ra-
tones para el experimento de imagen espectroscopica con una inyeccion intraperitoneal de 9 (R1=R2=H,
R=Et; 0,15 ml de una solucion 1M pH=7,0). Dos a cinco minutos despues de la inyeccion, se anestesiaron
los ratones con cetamina (50 mg/Kg) y acepromazina (5mg/Kg), inmovilizandolos en una camilla para
animales con una bobina solenoidal de 1H apropiada para su utilizacion en el iman horizontal de 4,7
Teslas. Se ayudo a mantener la temperatura corporal del raton anestesiado mediante una bolsa de agua
caliente recirculante colocada debajo del raton.
La camilla para animales y la bobina de 1H estan dise~nadas para espectroscopia e imagen de 1H en
general y no contienen caractersticas especcas para la utilizacion de los derivados de imidazol como
sonda de pH extracelular. Se pueden utilizar otros dise~nos y sondas equivalentes con igual facilidad para
este proposito. La imagen espectroscopica se adquirio utilizando la secuencia BASSALE (15,16).
La imagen espectroscopica (SI) mostrada en la Figura 4 se obtuvo de voxels de tama~no 2x2x4 mm3.
Cada espectro (x1,y1) hasta (x12,y12) representa un voxel diferente en el tumor. La parte superior (12
ppm-5,5 ppm) muestra la distribucion espacial de una de las resonancias de los protones imidazocos de 9
(R1=R2=H, R=Et; ver voxels x10-y8, x11-y8,x10-y7 y x11-y7). La parte inferior muestra la distribucion
de la resonancia del agua (a 4,7 ppm) en los mismos voxels.
Se puede calcular un valor para el pH en cada voxel a partir de los espectros de la parte superior y
las curvas de titulacion de los desplazamientos qumicos de 9 (R1=R2=H, R=Et) frente a pH (20, ver
Figura 1).Dado que los desplazamientos qumicos de este proton no son iguales en cada voxel y que 9
(R1=R2=H, R=Et) permanece en el espacio extracelular, la variacion entre los diversos voxels del des-
plazamiento qumico de 9 refleja heterogeneidad de pH en las diversas zonas del tumor.
En resumen, los resultados presentados en esta patente demuestran un nuevo procedimiento para ob-
tener imagenes de la distribucion del pH extracelular en muestras biologicas, no transparentes, utilizando
una nueva serie de indicadores extrnsecos y metodos de Resonancia Magnetica. Mostramos que algunos
de estos indicadores no son toxicos y permiten determinaciones de pH mediante metodos de imagen de
desplazamiento qumico (CSI) o imagen espectroscopica (SI) en volumenes de hasta 0,2 l con resolu-
ciones de pixel de 20x20 en un campo magnetico de 8,4 Teslas. Los resultados de la aplicacion de
esta metodologa in vivo en ratones portadores de tumores han proporcionado las primeras evidencias de
heterogeidad de pH in situ en tumores RIF-1 implantados en ratones C3H/Hen.
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1. Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnetica con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F.
2. Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnetica con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F segun la reivindicacion 1, caracterizados
por su utilizacion en siopatologa de microorganismos, organulos subcelulares, celulas aisladas o en cul-
tivo, organos perfundidos, animales intactos y seres humanos.
3. Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnetica con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F segun las reivindicaciones 1 y 2, caracteri-
zados por la utilizacion de la serie de compuestos 1-9 del esquema 1 como indicadores extrnsecos y 1H
MRS, 1H MRI o cualquier combinacion de estos metodos; o 19FMRS y 19FMRI si se incluye 19F como
sustituyente en el indicador extrnseco.
4. Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnetica con indicadoras extrnsecos conteniendo 1H o 19F. Segun las reivindicaciones 1, 2, 3, caracte-
rizados por sus aplicaciones de diagnostico clnico en distroas musculares, patologas isquemicas y en la
evaluacion de la respuesta a diversas terapias; en transformacion tumoral benigna o maligna, metastasis
y en la evaluacion de la respuesta tumoral a terapias; en siologa y medicina del ejercicio y del deporte; o
por extension en cualquier otra situacion siologica, patologica o terapeutica que involucre modicaciones
en el pH intra y extracelular.
5. Procedimientos para la obtencion de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnetica con indicadores extrnsecos conteniendo 1H o 19F segun las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4 adap-
tados para la medida del pH intracelular y obtencion de imagenes del pH intracelular mediante el uso de
indicadores del esquema 1 modicados para permanecer atrapados en el espacio intracelular.
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Descripcion detallada de los dibujos.
Figura 1
Curva de titulacion del compuesto 9 (R1=R2=H, R=Et) en D2O (99,9%D). Los desplazamientos qumicos
() del proton H2 se midieron por 1H MRS (360,13 MHz, 22C) con respecto a TSP interno a 0 ppm. Las
medidas de pH no estan corregidas para el efecto del D.
Figura 2
Concentraciones en plasma y tejidos de 1 (R1=R2=H, puntos blancos) y 9 (R1=R2=H, R=Et, puntos
negros) despues de la inyeccion intravenosa de 1 mmol de cada compuesto en ratas macho Wistar. A: Plasma,
B: Hgado, C: Corazon, D: Musculo esqueletico (gastrocnemio izquierdo), E: Cerebro y F: Ri~non.
Figura 3
Imagen de pH 7,2 de un objeto modelo. Esta imagen muestra las regiones del especimen que tienen
pH=7,2. El objeto es un tubo de RMN de 5 mm de diametro con una solucion 0,3M de 9 (R1=R2=H,
R=Et, pH 7,2) que contiene insertado un capilar de 2mm de diametro con agua destilada. La imagen se
obtuvo a 8,4 Teslas utilizando una secuencia convencional de eco de spin con excitacion selectiva de la se~nal
del proton H2 (8,08 ppm) en una seccion coronal con 500 de espesor (eje z). En el dominio del tiempo
se recogieron 256 ecos, conteniendo 256 puntos/eco cada uno en presencia de un gradiente constante de
lectura (eje x) y de 256 incrementos del gradiente de fase (eje y), respectivamente. La imagen se obtuvo
despues de una transformacion de Fourier bidimensional de la matriz resultante (256x256) utilizando calculo
de magnitud. En la adquisicion se empleo una sonda comercial Bruker equipada con gradientes protegidos
activamente y un inserto de 5mm. El tama~no del voxel es (x,y,z) 20x20x500 (0.2 L de volumen) conte-
niendo 60 nmols de 9 (R1=R2=H, R=Et). Notese que el capilar interno que contiene agua (a 4,8 ppm) no
muestra sangrado de se~nal H2. El tiempo de adquisicion fue aproximadamente 60 minutos.
Figura 4
Imagenes espectroscopicas (SI) de la distribucion de 9 (R1=R2=H, R=Et; A) y agua (B) en un tumor
RIF-1 implantado en ratones C3H/Hen. La imagen se obtuvo a 4,7 Tesla como se indica en las referencias
15 y 16.
10
ES 2 123 449 B1
11
ES 2 123 449 B1
12
ES 2 123 449 B1
13
ES 2 123 449 B1
14
OFICINA ESPA~NOLA
DE PATENTES Y MARCAS
ESPA~NA
k11 ES 2 123 449
k21 N. solicitud: 9700496
k22 Fecha de presentacion de la solicitud: 06.03.97
k32 Fecha de prioridad:
INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA
k51 Int. Cl.6: G01R 33/48, A61B 5/055
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categora Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
P,X US 5639906 A (LONDON et al.) 17.06.1997, columna 3, 1
lnea 6 - columna 15, lnea 40; columna 35,
lnea 35 - columna 44, lnea 49.
P,A 2,4,5
X EP 0368429 A (SCHERING A.G.) 16.05.1990, pagina 3, 1
lnea 1 - pagina 11, lnea 11; pagina 46, lneas 15-48.
A 2,4,5
A WO 9517910 A (BRACCO S.P.A.) 06.07.1995, reivindicaciones 1,9. 1,2
A EP 0095124 A (BRUKER MEDIZINTECHNIK) 30.11.1983, 1,2
reivindicacion 2; pagina 12, lneas 1-25.
A WO 9604249 A (SRI INTERNATIONAL) 15.02.1996, todo el documento. 1,3,4
A WO 9303771 A (MALLINCKRODT MEDICAL) 04.03.1993





de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categora




referido a divulgacion no escrita
publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud
documento anterior, pero publicado despues de la fecha
de presentacion de la solicitud
El presente informe ha sido realizado
 para todas las reivindicaciones para las reivindicaciones n:
Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
23.11.98 A. Cardenas Villar 1/1
